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Проб ле ма очист ки про из во д ствен ных
сто ков от раст во рен ных в во де ор га ни чес ких
ве ществ, в част нос ти фе но лов, яв ля ет ся од -
ной из на и бо лее важ ных и од нов ре мен но
труд но ре ша е мых. 

В свя зи с этим зна чи тель ный ин те рес
пред с тав ля ют аль тер на тив ные тех но ло гии
уда ле ния фе но лов с ис поль зо ва ни ем окис ли -
тель но�вос ста но ви тель ных эн зи мов бла го да -
ря их се лек тив нос ти, вы со кой сте пе ни
очист ки, об ра зо ва нию ма ло ток сич ных про -
дук тов, воз мож нос ти при ме не ния в ши ро -
ком ин тер ва ле рН, тем пе ра ту ры и кон це нт -
ра ции пол лю тан тов [1]. 

Ти ро зи на за (мо но фе нол, ди гид рок -
си�L�фе ни ла ла нин: кис ло род ок си до ре дук та -
за КФ 1.14.18.1) — медь со дер жа щий эн зим,
ка та ли зи ру ю щий о�гид рок си ли ро ва ние мо -
но фе ноль ных субстра тов до о8ди фе но лов и
окис ле ние о8ди фе ноль ных пол лю тан тов до
о8хи но нов с пос ле ду ю щим об ра зо ва ни ем ма -
ло ток сич ных оли го мер ных про дук тов [2].
Яв ля ет ся ши ро ко расп ро ст ра нен ным эн зи -
мом, от ве ча ю щим за би о син тез ме ла ни на и
дру гих по ли фе ноль ных со е ди не ний в гри бах,
жи вот ных и рас ти тель ных ор га низ мах [2, 3].
На и бо лее ак тив но изу ча ют ся ти ро зи на за гри -
бов Agaricus bisporus и мик роб ные эн зи мы.

Один из ос нов ных не дос тат ков при ме не -
ния ти ро зи на зы — вы со кая сто и мость, в свя зи
с чем ак ту аль ным яв ля ет ся по лу че ние час -
тич но очи щен ных ее пре па ра тов. Пос коль ку
про те и но во�фрак ци он ный сос тав пре па ра -
тов эн зи ма в зна чи тель ной сте пе ни за ви сит
от ме то да вы де ле ния, изу че ние осо бен нос -
тей сос та ва вы де лен но го час тич но очи щен -
но го пре па ра та ме то дом элект ро фо ре за вы -
зы ва ет боль шой ин те рес. 

Для ста би ли за ции и мно гок рат но го ис -
поль зо ва ния ти ро зи на зы перс пек тив но зак -
реп ле ние ее на по ли мер ных но си те лях [3].

В про цес се им мо би ли за ции мо гут из ме -
нять ся кон фор ма ци он ные осо бен нос ти ти ро -
зи на зы, срод ство к субстра ту, а так же ряд
дру гих свойств, по э то му оп ре де ле ние ки -
нети чес ких па ра мет ров функ ци о ни ро ва ния
им мо би ли зо ван ных пре па ра тов мож но
рассмат ри вать как весь ма ак ту аль ную за -
дачу [2].

Цель дан ной ра бо ты — вы де ле ние час -
тич но очи щен но го пре па ра та ти ро зи на зы
гри бов Agaricus bisporus, ис сле до ва ние его
про те и но во�фрак ци он но го сос та ва и ки не ти -
чес ких осо бен нос тей окис ле ния фе но ла,
а так же пи ро ка те хи на, ка та ли зи ру е мо го
сво бод ным и им мо би ли зо ван ным эн зи мом.
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Из гри бов Agaricus bisporus вы де лен час тич но очи щен ный пре па рат ти ро зи на зы. С ис поль зо ва ни -
ем элект ро фо ре за в на тив ных ус ло ви ях об на ру же но 17 про те и но вых фрак ций, 12 из ко то рых об ла -
да ют вы ра жен ной фе но лок си даз ной ак тив ностью и сос тав ля ют 92,5% об ще го про те и на. Ме то дом
SDS�элект ро фо ре за в ПА АГ вы яв ле но 9 про те и но вых фрак ций, ос нов ны ми из ко то рых яв ля ют ся
фрак ции с мо ле ку ляр ной мас сой 12 и 41–48 кДа. 

Изу че ны ки не ти чес кие па ра мет ры окис ле ния фе но ла и пи ро ка те хи на, ка та ли зи ру е мо го сво бод -
ной и им мо би ли зо ван ной ти ро зи на зой. По ка за но, что вклю че ние эн зи ма в мат ри цу су ще ст вен но не
вли я ет на Кm и Vмакс окис ле ния пи ро ка те хи на, од на ко при би о кон вер сии фе но ла Кm уве ли чи ва ет ся
в 6,3 ра за при за мет ном сни же нии Vмакс. Ус та нов ле но ин ги би ро ва ние субстра том при изу че нии окис -
ле ния пи ро ка те хи на, ка та ли зи ру е мо го сво бод ной и им мо би ли зо ван ной ти ро зи на зой, а так же фе но -
ла в при су т ствии сво бод но го эн зи ма.
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Ма те ри а лы и ме то ды

Час тич но очи щен ный пре па рат ти ро зи -
на зы из гри бов Agaricus bisporus вы де ля ли
сог лас но мо ди фи ци ро ван но му на ми ме то ду
[4]. В по лу чен ном пре па ра те оп ре де ля ли со -
дер жа ние про те и на ме то дом Ло у ри в мо ди -
фи ка ции Харт ри [5], со дер жа ние ме ди со -
глас но [6], фе но лок си даз ную ак тив ность —
по ти ро зи ну [7]. 

Про те и но во�фрак ци он ный сос тав пре па ра -
та ти ро зи на зы ис сле до ва ли ме то дом
SDS�элект ро фо ре за в 10%�м по ли ак ри ла мид -
ном ге ле (ПА АГ) в сис те ме Лэм мли на при бо ре
Helicon (Рос сия). Ок ра ши ва ние осу ще с твля ли
с ис поль зо ва ни ем Ку мас си R�250 [8]. Пре па ра -
ты ана ли зи ро ва ли в пя ти пов тор ениях. 

Мо ле ку ляр ную мас су ис сле ду е мых про те -
инов рас счи ты ва ли по ка либ ро воч ной кри вой
«от но си тель ная элект ро фо ре ти чес кая под виж-
ность/lg мо ле ку ляр ной мас сы (кДа)», пост -
ро ен ной с ис поль зо ва ни ем сле ду ю щих мар -
кер ных про те и нов: ли зо цим (14,4 кДа),
па па ин (21 кДа), панк ре а ти чес кая ли па за
(35 кДа), оваль бу мин (40 кДа), бы чий сы во -
ро точ ный аль бу мин (67 кДа).

На тив ный элект ро фо рез осу ще с твля ли в
10%�м ПА АГ по ме то ду Орнстейн и Дэ вис [8].

Ки не ти ку ре ак ции окис ле ния фе но ла и
пи ро ка те хи на, ка та ли зи ру е мую ти ро зи на -
зой, оп ре де ля ли по на чаль ной ско рос ти на -
коп ле ния про ме жу точ но го про дук та ре ак -
ции (о�хи но на) спект ро фо то мет ри чес ки
с по мощью 3�ме тил�2�бен зо ти а зо лон гид ра -
зон�гид рох ло ри да (МБТГ) [9]. 

Им мо би ли за цию вы де лен но го пре па ра та
ти ро зи на зы про во ди ли, до бав ляя 4%�й раст -
вор аль ги на та нат рия, со дер жа щий эн зим,
к 5%�му раст во ру хло ри да каль ция [10]. 

Для изу че ния ки не ти чес ких осо бен нос тей
окис ле ния фе но ла и пи ро ка те хи на, ка та ли -
зи ру е мо го им мо би ли зо ван ной ти ро зи на зой,
гра ну лы би о ка та ли за то ра раст во ря ли с ис -
поль зо ва ни ем 20%�го раст во ра ор то фос фор -
ной кис ло ты с пос ле ду ю щим до бав ле ни ем
кар бо на та нат рия (до рН 6,0−6,5) и гек са ме -
та фос фа та нат рия (10%). Лаг�пе ри од ре ак ции
окис ле ния фе но ла оп ре де ля ли по за ви си мос -
ти ко ли че ст ва об ра зу ю щих ся про дук тов ре -
ак ции от вре ме ни. Ли ней ную часть кри вой
экстра по ли ро ва ли до пе ре се че ния с осью
абс цисс; от се ка е мый на оси абс цисс от ре зок
со от ве т ству ет лаг�пе ри о ду ре ак ции [11].

На ос но ве по лу чен ных дан ных ме то дом
Хейн са [12] на хо ди ли конс тан ту Ми ха э ли са
Кm и мак си маль ную ско рость ре ак ции Vмакс.
Ис поль зуя ме тод Дик со на [12], оп ре де ля ли
конс тан ту ин ги би ро ва ния субстра том ki, за -
тем вы чис ля ли оп ти маль ную кон це нт ра цию

субстра та Sопт и оп ти маль ную ско рость ре ак -
ции Vопт. Кон це нт ра ции фе но ла и пи ро ка те -
хи на сос та ви ли 8,75·10–5−5,6·10–3 и 4·10–5−
9,8·10–2 моль/дм3, со от ве т ствен но.

Ста тис ти чес кую об ра бот ку про во ди ли
с ис поль зо ва ни ем кри те рия Сть ю ден та.

Ре зуль та ты и об суж де ние

Из гри бов Agaricus bisporus вы де лен час -
тич но очи щен ный пре па рат ти ро зи на зы
с вы хо дом по про те и ну 0,67 мг/г влаж ной
мас сы гри бов, со дер жа ни ем ио нов ме ди
0,19%, удель ной ак тив ностью 500 ед/мг
про те и на в 1 мин. Ме тод вы де ле ния мо ди фи -
ци ро ва ли до бав ле ни ем по ли кап ро а ми да
(М.м. 30 кДа), свя зы ва ю ще го про дук ты
окис ле ния по ли фе ноль ных со е ди не ний (ин -
ги би то ры ти ро зи на зы), что поз во ли ло по вы -
сить ак тив ность пре па ра та в 3 ра за [4].

Ме то дом на тив но го элект ро фо ре за в ПА АГ
вы яв ле но 17 про те и но вых фрак ций, 12 из
ко то рых об ла да ют вы ра жен ной фе но лок си -
даз ной ак тив ностью и сос тав ля ют 92,5% об -
ще го про те и на. Ко ли че ст во фрак ций мо жет
быть обус лов ле но на ли чи ем изо форм эн зи ма
и об ра зо ва ни ем аг ре га тов с при су т ству ю щи -
ми по ли фе но ла ми или пиг мен та ми (табл. 1,
рис. 1). 

Таб ли ца 1. Фрак ци он ный сос тав и фе но лок си -
даз ная ак тив ность ти ро зи на зы 

(на тив ный элект ро фо рез в ПА АГ)

№ Rf 

Удель ная до ля про те и но вой фрак ции 
в спект ре, %    

По про те и ну 
По фе но лок си даз ной

ак тив нос ти  

17 0,10 1,20 –

16 0,14 2,80 – 

15 0,17 1,80 –

14 0,21 11,60 10,10  

13 0,24 11,60 

60,13  12 0,28 30,20   

11 0,30 8,20   

10 0,35 9,10 8,77  

9 0,40 7,20 4,23  

8 0,45 2,40 3,69  

7 0,48 1,70 4,31  

6 0,52 1,50 –

5 0,56 9,60 1,98  

4 0,61 0,80 3,12  

3 0,66 0,10 3,67  

2 0,71 0,10 –  

1 0,78 0,10 –
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Ис сле до ва ние про те и но во�фрак ци он но го
сос та ва вы де лен но го пре па ра та ти ро зи на зы
ме то дом SDS�элект ро фо ре за в ПА АГ по ка за -
ло на ли чие де вя ти про те и но вых фрак ций
(рис. 2). Ус та нов ле но, что ос нов ны ми яв ля -
ют ся фрак ции с мо ле ку ляр ной мас сой 12 ±
1,0 и 41−48 ± 4,5 кДа.

По лу чен ные на ми дан ные сог ла су ют ся с
предс тав лен ны ми в ли те ра ту ре. Так, M. Schu-
rink et al. [13] ме то дом SDS�элект ро фо ре за
вы я ви ли на ли чие лег кой (L) и тя же лой (H)
по ли пеп тид ных це пей с М.м. 14 ± 0,5 и 49 ±
1,7 кДа, со от ве т ствен но. Мо ле ку ляр ная мас -
са на тив ной ти ро зи на зы, оп ре де лен ная ме то -
дом гель�фильт ра ции, сос та ви ла 127±4 кДа,
что да ло ос но ва ние ав то рам пред по ло жить
ге те ро тет ра мер ную струк ту ру эн зи ма сос та -
ва (HL)2. 

Ря дом дру гих ав то ров по ка за но, что in
vivo эн зим на хо дит ся в ос нов ном в ла те нт -

ной фор ме. Ме то дом SDS�элект ро фо ре за оп -
ре де ле на его мо ле ку ляр ная мас са — 67 кДа.
Ла те нт ная ти ро зи на за рас щеп ля ет ся под
действи ем про те аз до про ме жу точ ной фор -
мы (М.м. 58 кДа) с пос ле ду ю щим об ра зо ва -
ни ем ак тив но го эн зи ма (М.м. 43 кДа) и
фраг мен та (15 кДа) [14]. 

Ла те нт ная фор ма ти ро зи на зы на ми не
вы яв ле на, что мо жет объ яс нять ся спо со бом
вы де ле ния и ста ди ей раз ви тия пло до вых
тел. Од на ко ве ли чи на мо ле ку ляр ной мас сы
ак тив ной фор мы и от щеп ля ю ще го ся фраг -
мен та сог ла су ют ся с по лу чен ны ми на ми
дан ны ми. 

Так же су ще ст ву ет пред по ло же ние, что
L�цепь не яв ля ет ся фраг мен том ти ро зи на зы:
эта фрак ция мо жет быть предс тав ле на
смесью лек ти на и ман на на зы, со осаж да ю -
щих ся в про цес се вы де ле ния эн зи ма [14].

На ми бы ли об на ру же ны три ми нор ные
фрак ции с мо ле ку ляр ной мас сой 30−35 кДа;
фрак ция c М.м. 35 кДа так же опи са на в ли -
те ра ту ре [15]. Ос таль ные фрак ции (25−26
кДа), ве ро ят но, предс тав ле ны бал ла ст ны ми
про те и на ми, ли бо про дук та ми дег ра да ции.

Нес мот ря на оп ре де лен ный объ ем из ве ст -
ной ин фор ма ции  от но си тель но ком мер чес -
ких пре па ра тов ти ро зи на зы, оп ре де ле ние
ки не ти чес ких па ра мет ров функ ци о ни ро ва -
ния вы де лен ных, час тич но очи щен ных пре -
па ра тов эн зи ма яв ля ет ся ак ту аль ной за да чей.

В ти ро зи наз ном ка та ли зе участ ву ют два
субстра та: мо ле ку ляр ный кис ло род и фе -
ноль ное со е ди не ние. Из ве ст но, что в про цес -
се ка та ли за эн зим пол ностью на сы щен кис -
ло ро дом, о чем сви де тель ству ют зна че ния
Км по кис ло ро ду, сос тав ля ю щие для раз лич ных
фе ноль ных субстра тов 0,04−55,6 мкмоль/дм3

[16], что зна чи тель но ни же раст во ри мос ти кис -
ло ро да в во де (1,3 ммоль/дм3 при 25 °С) [17],
по э то му изу че ние ки не ти чес ких осо бен нос -
тей ка та ли за осу ще с твля ли по фе ноль но му
субстра ту. 

При окис ле нии фе но ла, ка та ли зи ру е мо -
го ти ро зи на зой, бы ло по ка за но на ли чие
лаг�пе ри о да, обус лов лен но го тем, что в ус ло -
ви ях in vivo боль шая часть эн зи ма су ще ст ву -
ет в мет�фор ме (85%), не спо соб ной свя зы -
вать мо ле ку ляр ный кис ло род. Эта фор ма не
ка та ли зи ру ет окис ле ние мо но фе но лов, од -
на ко об ла да ет вы со ким срод ством к ним и
свя зы ва ет их без про те ка ния ре ак ции, что и
при во дит к воз ник но ве нию лаг�пе ри о да [2].

Кри вая окис ле ния фе но ла име ет S�об раз -
ный вид, что сог ла су ет ся с дан ны ми, пред -
став лен ны ми в [11], ве ли чи на лаг�пе ри о да
сос та ви ла 1,22 мин (рис. 3). 

Рис. 1. Элект ро фо рег рам мы (на тив ный элект ро -
фо рез) пре па ра та ти ро зи на зы: 

А — про те и но вые фрак ции; 
Б — фе но лок си даз ная ак тив ность фрак ций

А Б

Рис. 2. Про те и но вые фрак ции вы де лен ной из
гри бов Agaricus bisporus ти ро зи на зы, вы яв лен ные

ме то дом SDSdэлект ро фо ре за в ПА АГ
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По лу чен ные зна че ния Кm и Vмакс пред -
став ле ны в табл. 2. По ка за но, что ве ли чи ны
Кm (0,15 и 0,16 ммоль/дм3 для фе но ла и пи -
ро ка те хи на) со от ве т ству ют дан ным, пред -
став лен ным в ли те ра ту ре — 0,16−4,0
ммоль/дм3 [18, 19] и 0,15−0,17 ммоль/дм3

[16, 20], со от ве т ствен но. 
Сле ду ет от ме тить, что при окис ле нии пи ро ка -

те хи на мак си маль ная ско рость (39,2 мкмоль/мг
про те и на в 1 мин) зна чи тель но вы ше по срав -
не нию с та ко вой для фено ла (1,69 мкмоль/мг
протеина в 1 мин), что обус лов ле но на ли -
чием ста дии вве де ния ОН�груп пы в о�по ло -
же ние мо ле ку лы фе но ла, яв ля ю щей ся 

ли ми ти ру ю щей в про цес се ти ро зи наз но го
окис ле ния, тог да как для пи ро ка те хи на эта
ста дия от су т ству ет [2]. 

В ре зуль та те им мо би ли за ции вы де лен но -
го пре па ра та ти ро зи на зы в гель аль ги на та
каль ция по лу чен вы со ко ак тив ный ста биль -
ный би о ка та ли за тор ре ак ции окис ле ния фе -
но лов мно го ра зо во го ис поль зо ва ния [10].

Ис сле до ва ние вли я ния им мо би ли за ции
ти ро зи на зы на ки не ти чес кие па ра мет ры 
по ка за ло, что ве ли чи на лаг�пе ри о да окис ле -
ния фе но ла, ка та ли зи ру е мо го им мо би ли зо -
ван ным эн зи мом, уве ли чи лась до 1,83 мин
(рис. 3).

Вы яв ле но, что вклю че ние ти ро зи на зы
в мат ри цу су ще ст вен но не вли я ет на Кm по
пи ро ка те хи ну. Од на ко Кm по фе но лу за мет -
но уве ли чи ва ет ся (в 6,3 ра за), что, ве ро ят но,
обус лов ле но умень ше ни ем срод ства эн зи ма
к субстра ту в ре зуль та те кон фор ма ци он ных
из ме не ний гло бу лы про те и на (табл. 2). 

По ка за но, что Vмакс окис ле ния фе но ла,
ка та ли зи ру е мо го им мо би ли зо ван ным пре -
па ра том, сни жа ет ся в 2,9 ра за по срав не нию
со сво бод ным, в то вре мя как ско рость окис -
ле ния пи ро ка те хи на с ис поль зо ва ни ем им -
мо би ли зо ван ной ти ро зи на зы умень ша ет ся
все го в 1,2 ра за. 

По лу чен ные ре зуль та ты подт ве рж да ют
боль шую ста биль ность ди фе но лаз ной ак тив -
нос ти ти ро зи на зы [2]. 

При изу че нии окис ле ния пи ро ка те хи на,
ка та ли зи ру е мо го сво бод ной и им мо би ли зо ван -
ной ти ро зи на зой, наб лю да ли ин ги би ро ва ние 

Рис. 3. За ви си мость ко ли че ст ва об ра зу ю ще го ся
оdхи но на от вре ме ни в ре ак ции ти ро зи наз но го

окис ле ния фе но ла

Таб ли ца 2. Ки не ти чес кие па ра мет ры окис ле ния пи ро ка те хи на и фе но ла с ис поль зо ва ни ем 
сво бод ной и им мо би ли зо ван ной ти ро зи на зы

Эн зим 
Пи ро ка те хин Фе нол   

Кm, ммоль/дм3 Vмакс, мкмоль/мг про -
те и на в 1 мин

Кm, ммоль/дм3 Vмакс, мкмоль/ мг про -
те и на в 1 мин

Сво бод ная ти ро зи на за 0,160 39,2 0,154 1,69  

Им мо би ли зо ван ная 
ти ро зи на за 0,182 32,3 0,970 0,592  

Время,
мин

D
, 

о.
о.

е

Свободная тирозиназа
Иммобилизованная тирозиназа

Таб ли ца 3. Субстрат ное ин ги би ро ва ние 
сво бод ной и им мо би ли зо ван ной ти ро зи на зы

Субстрат Эн зим Кi, ммоль/дм3 Sопт., ммоль/дм3 Vопт., мкмоль/мг про те и на 
в 1 мин

Пи ро ка те хин 
Сво бод ная ти ро зи на за 23,44 1,88 35,90   

Им мо би ли зо ван ная 
ти ро зи на за 108,60 3,33 27,25  

Фе нол 

Сво бод ная ти ро зи на за 2,0 0,55 1,33   

Им мо би ли зо ван ная 
ти ро зи на за – – –
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субстра том: Кi им мо би ли зо ван ной ти ро зи на -
зы пи ро ка те хи ном (108,6 ммоль/дм3) уве ли -
чи лась в 4,6 ра за по срав не нию со сво бод ным
эн зи мом (23,44 ммоль/дм3) (табл. 3). Кi ти -
ро зи на зы, ка та ли зи ру ю щей окис ле ние фе -
но ла, сос та ви ла 2,0 ммоль/дм3; в при су т -
ствии им мо би ли зо ван но го эн зи ма в
изу чен ных кон це нт ра ци ях ус та нов ле но от -
су т ствие ин ги би ро ва ния фе но лом. По лу чен -
ные ре зуль та ты сви де тель ству ет о ста би ли -
зи ру ю щем вли я нии вклю че ния в аль ги нат
каль ция. Рас счи тан ные зна че ния кон це нт -
ра ций фе ноль ных субстра тов и ско рос тей

реак ций, учи ты ва ю щие субстрат ное ин ги -
би ро ва ние (табл. 3), поз во ля ют оп ти ми зи ро -
вать про цес сы окис ле ния фе но ла и пи ро ка -
те хи на, ка та ли зи ру е мые ти ро зи на зой. 

Та ким об ра зом, сог лас но мо ди фи ци ро ван но -
му ме то ду осу ще с твле но вы де ле ние час тич -
но очи щен но го пре па ра та ти ро зи на зы, изу -
чен его про те и но во�фрак ци он ный сос тав,
ки не ти чес кие осо бен нос ти окис ле ния мо но -
фе ноль но го и ди фе ноль но го субстра тов, ка -
та ли зи ру е мо го сво бод ной и им мо би ли зо ван -
ной ти ро зи на зой. 
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КІНЕ ТИЧНІ ОСОБ ЛИ ВОСТІ 
ОКИС НЕН НЯ ФЕ НО ЛУ І ПІРО КА ТЕХІНУ

ВІЛЬ НОЮ ТА ІММОБІЛІЗО ВА НОЮ 
ТИ РО ЗИ НА ЗОЮ

Ю. А. Шес те рен ко
О. В. Се васть я нов
І. І. Ро ма новсь ка

Фізи ко�хімічний інсти тут 
ім. О. В. Бо гатсь ко го НАН Ук раїни, 

Оде са

E8mail: romairina@gmail.com

Із грибів Agaricus bisporus виділе но част ко -
во очи ще ний пре па рат ти ро зи на зи. Із ви ко рис -
тан ням елект ро фо ре зу за на тив них умов  знай -
де но 17 про теїно вих фракцій, 12 з яких ма ють
ви ра же ну фе но лок си даз ну ак тивність і ста -
нов лять 92,5% за галь но го про теїну. Ме то дом
SDS�елект ро фо ре зу в ПА АГ ви яв ле но 9 про теї -
но  вих фракцій, ос нов ни ми з яких є фракції
з мо ле ку ляр ною ма сою 12 і 41–48 кДа. 

Вив че но кіне тичні па ра мет ри окис нен ня
фе но лу і піро ка техіну, що ка талізуєть ся віль -
ною й іммобілізо ва ною ти ро зи на зою. По ка за -
но, що вклю чен ня ен зи му в мат ри цю істот но
не впли ває на Кm і Vмакс окис нен ня піро ка -
техіну, од нак під час біокон версії фе но лу Кm
збіль шуєть ся в 6,3 ра за за помітно го зни жен ня
Vмакс. Вста нов ле но інгібу ван ня субстра том
у про цесі вив чен ня окис нен ня піро ка техіну,
що ка талізуєть ся віль ною й іммобілізо ва ною
ти ро зи на зою, та фе но лу в при сут ності віль но го
ен зи му.

Клю чові сло ва: ти ро зи на за, елект ро фо рез,
окис нен ня фе нолів, кіне тичні па ра мет ри,
іммобілізація.

PHENOL AND PYROCATECHIN 
OXIDATION CATALYZED BY FREE 
AND IMMOBILIZED TYROSINASE

Yu. A. Shesterenko
O. V. Sevastyanov

I. I. Romanovskaya

Bogatsky Physico�Chemical Institute
of National Academy of Sciences of Ukraine,

Odesa

E8mail: romairina@gmail.com

According to modified method, partially
purified tyrosinase preparation from Agaricus
bisporus mushroom was isolated. Using the
native electrophoresis, 17 protein fractions were
found, 12 of which demonstrated well�marked
phenoloxidase activity, accounting for 92.5% of
total protein. By the SDS�PAGE method, 9 pro-
tein fractions were revealed; the main of them
were fractions with molecular masses of 12 and
41–48 kDa. 

The kinetic parameters of phenol and cate-
chol oxidation catalyzed by free and immobilized
tyrosinase were studied. Et was shown that
absence of enzyme entrapment in matrix signifi-
cantly influences on Km and Vmax of catechol oxi-
dation, but at phenol bioconversion the Km
increased 6.3�fold along with appreciable
decreasing of Vmax. During the investigation of
catechol oxidation, catalyzed by free and immo-
bilized tyrosinase, as well as phenol by free
enzyme, the substrate inhibition was revealed.

Key words: tyrosinase, electrophoresis, phenol
oxidation, kinetic parameters, immobilization. 




